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研究成果の概要（和文）：本研究の成果として，C/N栄養応答制御因子ATL31のリン酸化を検出し，そのリン酸化がユビ
キチン化標的因子14-3-3タンパク質との結合，植物の成長制御に重要であることを明らかにした。また，新規のC/N応
答鍵因子として転写因子FBH4が単離された。FBH4は花成制御および気孔の開閉に重要な転写因子として近年注目されて
いる。今後FBH4の標的遺伝子群を単離することで，C/N応答性の転写制御ネットワークの詳細を明らかになることが期
待される。さらに，鍵代謝酵素SPSにも着目し，C/Nストレス環境下では，SPSの特定のセリン残基のリン酸化修飾が低
下し，それが糖代謝に影響することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Nutrient availability, in particularly the balance of carbon (C) and nitrogen (N) 
is one of the most important factors for regulating plant metabolism and development. Our proteomics and b
iochemical analysis demonstrated that the ATL31 targets 14-3-3 proteins for ubiquitination and regulates t
he 14-3-3s stabilities in response to C/N status. Furthermore, we revealed that the targeting of ATL31 to 
14-3-3 is dependent on phosphorylation of specific Ser/Thr residues in C-terminal region of ATL31. Our pro
teome and metabolome analysis demonstrated the dynamics of 14-3-3 interactors and regulation of primary me
tabolism via phosphorylation cascade in response to C/N condition.
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１．研究開始当初の背景 
植物は，生育環境の栄養条件に応じて代
謝，成長を巧みに制御しながら生きてい
る。各栄養素の代謝系は相互に影響し合
っているが，特に代謝の根幹を担う炭素
源（C）と窒素源（N）は，アミノ酸合成
をはじめ多くの代謝系で密な関連をもっ
ている。そのため植物は，その相対量比
（C/N バランス）を感知し適応する「C/N
応答」能力を有している。窒素欠乏や糖
の分配異常などにより C/N バランスが崩
れると植物の発芽後成長が阻害され，さ
らには花成・老化といった植物ライフサ
イクルの重要な転換点も影響を受ける
（Corruzi and Zhou, Curr. Opin. Plant 
Biol. 4: 247, 2001）。ただし，その生理
学的重要性が指摘される一方で，解析が
困難な C/N 応答制御の分子機構に関する
知見はほとんど得られていなかった。申
請者らは，C/N 応答制御機構の解明を目指
し，独自の C/N ストレス条件を用いたス
クリーニングを行い，新規の C/N 応答異
常変異体 carbon/nitrogen insensitive 
1-D (cni1-D)の単理に成功した。この変
異体は，新規のユビキチンリガーゼ ATL31
が過剰発現することで高 C/低 Nストレス
でも発芽後成長が進行し，逆に機能欠損
変異体 atl31では C/N 過剰応答性を示す
ことが分かった（Sato et al., Plant J. 
60: 852, 2009）。更なる解析として，ア
フィニティー精製と MS解析を駆使したプ
ロテオミクス解析を実施し，ATL31 の相互
作用因子として 14-3-3 タンパク質の同定
に成功した。その後の生化学・遺伝学的
解析による詳細な検討の結果，ATL31 は
C/Nに応じた14-3-3安定性制御を介して，
植物の発芽後成長を制御することが示さ
れた（Sato et al., Plant J. 68: 137, 2011， 
Sato et al, Plant Signal. Behav. . 6: 
1465, 2011）。さらに，最近申請者は，こ
れまでの C/N 改変培地を用いた発芽後成
長の解析から，より生理的条件下での C/N
応答解析に発展させるべく，大気 CO2濃度
の変化による CO2/N 応答解析に取組んで
いる。その結果，野生型植物の老化が高
CO2/低 N 条件で促進され，さらに atl31機
能欠損変異体ではより老化が促進され，
逆に ATL31過剰発現体では遅延すること
が示された。また，老化に先駆けて，こ
れらの変異体ではデンプンの蓄積といっ
た炭素・窒素代謝のフローが劇的に変化
しており，その結果植物の成長相が栄養
成長相から老化（生殖成長相の一環）へ
と切換わっていることが示唆された。 

 
２．研究の目的 

これまでの解析から，C/N 応答制御因子
として ATL31 と 14-3-3 タンパク質を単離
し，それらは植物の老化制御において重
要なことが分かった。 

本申請課題では，ATL31・14-3-3 の下流
でより直接的に C/N 栄養応答性の代謝お
よび老化を制御する鍵因子群（酵素・シ
グナル伝達因子）の同定を目指し，1）
14-3-3 インタラクトームによる C/N 代
謝・老化制御鍵因子群の網羅的探索を行
う。得られた候補因子について 2）リン酸
化も含めた 14-3-3 との相互作用メカニズ
ムとそれが鍵因子の機能および活性制御
に与える影響を詳細な生化学的解析で明
らかにする。さらに，3）変異体を用いた
代謝物および老化進行の解析を行うこと
で，鍵因子の生理的な機能性について検
証する。これらの情報から，14-3-3 制御
下に広がる栄養素代謝および老化制御分
子ネットワークの実態を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
(1)14-3-3 インタラクトーム解析による C/N
代謝・老化制御鍵因子群の探索 
先端的なプロテオミクス技術を利用した定
量的 14-3-3 相互作用解析を行い，C/N に応
答した代謝・老化制御の鍵となる代謝酵素
およびシグナル伝達因子の候補分子を単離
する。 
（2）鍵因子（酵素・シグナル伝達因子）機
能制御メカニズムの解析 
C/Nに応答した鍵因子と14-3-3の結合制御メ
カニズムおよびその活性変動を解析する。 
（3）鍵因子の変異体を用いた代謝物変動お
よび老化進行の解析 
変異体を用いたC/N応答解析から鍵因子の生
理的機能性について明らかにする。 
 
４．研究成果 
本研究で実施したプロテオーム解析結果

の 1つとして，これまでに申請者らが解析を
進めてきた C/N応答制御因子 ATL31 のリン酸
化が検出された。さらに，詳細な生化学的・
遺伝学的解析の結果，そのリン酸化がユビキ
チン化標的因子 14-3-3 タンパク質との結合
に重要であり，植物の発芽後成長を制御する
ことが明らかとなった。また，新規の C/N 応
答鍵因子として転写因子FBH4が単離された。
FBH4 は花成制御および気孔の開閉に重要な
転写因子として近年注目されている。FBH4 過
剰発現株を用いた解析から，FBH4 の C/N 応答
への関与が確認された。今後 FBH4 の標的遺
伝子群を単離することで，C/N 応答性の転写
制御ネットワークの詳細を明らかになるこ
とが期待される。 
さらに，鍵代謝酵素 SPS にも着目し，C/N 応
答における機能に解析を進めた。C/N ストレ
ス環境下では，SPS の特定のセリン残基のリ
ン酸化修飾が低下し，それと同時に 14-3-3
との結合性が低下することが示された。また
メタボローム解析から，C/N ストレス時には
スクロースの蓄積量が増加することも示さ
れており，SPS の翻訳後制御による酵素活性
制御が，植物の代謝および成長制御に重要で



ある可能性が示唆された。 
今後は上記の転写および代謝の鍵因子に関
する解析を発展させることで，C/N 応答と老
化制御におけるシグナル伝達・代謝制御の統
合的理解につながることが期待される。 
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